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RESUMEN

El presente estudio tuvo como objetivo determinar la seroprevalencia de
Ehrlichiosis canina asociada a factores epidemiologicos en Canis familaris .Para el
estudio se tomaron muestras de manera aleatoria a 147 canes bajo los siguientes
criterios de inclusion: cualquier raza y edad, de ambos sexos, con 0 sin
sintomatologia de la enfermedad que acudieron al Centro Veterinario en el periodo
Julio — agosto 2023, que residian en el distrito de Nuevo Chimbote y cuyos
propietarios autorizaron su participacion. Las muestras fueron procesadas
mediante el uso de la prueba SNAP 4DX de Idexx Labs que cuenta con una
sensibilidad del 96.2% y especificidad del 98%, para identificar anticuerpos frente
a Ehrlichia canis. La seroprevalencia obtenida fue de 65% (95/147) en los canes
muestreados; los factores de edad (p=0.0370), y presencia de garrapatas
(p=0.0156) se determinaron como factores asociados a la seroprevalencia de
Ehrlichiosis canina junto con la presentacién de alteraciones vasculares (0.0157).
Los factores sexo, raza, antecedentes de portar garrapatas, el ambiente donde vive
el perro, tipo de crianza y falta de control ectoparasitario no fueron significativos
estadisticamente. Se concluye por lo tanto que existe asociacién entre la edad y la
presencia de garrapatas con la alta seroprevalencia de Ehrliquiosis canina del

distrito de Nuevo Chimbote.

Palabras clave: seroprevalencia, Ehrlichia, garrapatas, canes
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ABSTRACT

The objective of this study was to determine the seroprevalence of canine
Ehrlichiosis associated with epidemiological factors in Canis familaris. For the study,
147 dogs were randomly sampled under the following inclusion criteria: any breed
and age, of both sexes, with or without symptoms of the disease who attended the
Veterinary Center in the period July - August 2023, who resided in the district of
Nuevo Chimbote and whose owners authorized their participation. The samples
were processed using the SNAP 4DX test from Idexx Labs, which has a sensitivity
of 96.2% and specificity of 98%, to identify antibodies against Ehrlichia canis. The
seroprevalence obtained was 65% (95/147) in the dogs sampled; The factors of age
(p=0.0370), and presence of ticks (p=0.0156) were determined as factors
associated with the seroprevalence of canine Ehrlichiosis along with the
presentation of vascular alterations (0.0157). The factors sex, breed, history of
carrying ticks, the environment where the dog lives, type of breeding and lack of
ectoparasite control were not statistically significant. It is therefore concluded that
there is an association between age and the presence of ticks with the high

seroprevalence of canine Ehrlichiosis in the district of Nuevo Chimbote.

Key words: seroprevalence, Ehrlichia, ticks, dogs.



l. INTRODUCCION

La ehrlichiosis canina fue identificada por primera vez en perros
febriles y anémicos en Argelia en 1935, los cuales a su vez estaban infestados de
garrapatas (Sainz et al., 2015) y hasta la fecha, la enfermedad ha tomado una
sintomatologia muy inespecifica e inclusive multisistémica considerandola como
una de las patologias mas frecuentes en caninos, dicha afeccién cursa con tres
fases, conociéndose la fase aguda, subclinica y crénica; haciendo que el
diagndstico y prondstico se torne mas complejo (Mylonakis et al., 2019; Orjuela et
al., 2015).

La distribucion de la enfermedad es cosmopolita, y en muchos casos
los factores epidemiologicos han demostrado ser un elemento importante para que
la ehrlichiosis canina prevalezca, entre estos tenemos, la presencia de garrapatas
en el animal, en el lugar o zonas aledafias de donde vive, inclusive estudios
realizados por Espichan (2019), hall6é que, si el perro tiene acceso libre a la calle,
es 10.88 veces mas probable de que contraiga la enfermedad, en relaciéon a los
canes que solo viven dentro de casa. Sin embargo, otras investigaciones coinciden
en gue, esta enfermedad no tiene predileccion por edad o sexo (Huerto y Damaso,
2015; Orjuela et al., 2015).

La ehrliquiosis canina en Peru se detect6 por primera vez en 1982
(Cusicanqui y Zuiiga, 2020) y desde entonces, nuestro pais tuvo un incremento
exponencial en la presentacion de enfermedades contagiosas debido a que hay un
descontrol de perros callejeros que portan tanto a los vectores como a la
enfermedad y no son atendidos, asi como, por duefios de canes que no acuden a
consultas veterinarias (Cusicanqui y Zufiga, 2020), siendo algunas ciudades
particularmente propensas debido al clima favorable para el desarrollo de agente

patdgenos y vectores (Naranjo, 2018).

En el ambito local, para el afio 2013, en Chimbote se encontré una
prevalencia de 23% de un total de 30 caninos (Jara, 2013), cifras que aumentaron
en la actualidad, ya que, Garrido (2023) obtuvo una frecuencia de 50% de positivos

a Ehrlichia canis en una veterinaria particular en la mencionada ciudad.



Por lo expuesto y teniendo en cuenta los reportes en otras realidades
de la presentacién de los casos de infeccion por Ehrlichia canis en perros, las
multiples manifestaciones de signos y sintomas que dificultan el diagnéstico, las
complicaciones sistémicas que se pueden generar en el organismo del paciente y
por ende llevar al fallecimiento y ademas del potencial zoonoético de la enfermedad,
es que surge la siguiente investigacion gue tiene como objetivo encontrar los datos
de seroprevalencia asociados los factores epidemiolégicos de mayor frecuencia y
signos clinicos asociados a la presentacion de la enfermedad en Canis familiaris de
la ciudad de Nuevo Chimbote en el afio 2023.



II. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 Ehrlichiosis canina

La ehrlichiosis canina, conocida también como fiebre hemorragica
canina, enfermedad del perro rastreador, tifus por garrapata canina y rickettsiosis
canina, es una enfermedad que afecta principalmente a perros domésticos, siendo
también famosa por infectar a una amplia gama de animales como lobos, coyotes,
caballos, inclusive personas, por ello, también se considera una enfermedad
zoonética emergente (Gutiérrez et al., 2016; Espichan, 2019). Con el tiempo la
enfermedad ha ido aumentando en diversas partes del mundo, prefiriendo paises
con temperaturas calidas y ligeramente templadas, ya que ello ayuda a la
propagacion de los vectores que la transmiten (Naranjo, 2018), siendo una de las
enfermedades mas frecuentemente observadas en la atencion veterinaria rutinaria
de los perros, seguida por leptospirosis, anaplasmosis, giardiasis, coccidiosis,

distemper y parvovirosis en Pera (Zufiga et al., 2021).

2.2 Agente etiologico

La ehrlichiosis canina es una enfermedad que tiene por agente causal
una bacteria intracelular obligada pleomoérfica, Gram negativa, pertenecientes al
grupo alfaproteobacteria, del orden Rickettsiales, género Ehrlichia. En dicho género
existen cinco especies descritas: E. canis, E. ewingii, E. chaffensis, E. muris y E.
ruminantium. Siendo E. canis el agente etiolégico de la ehrlichiosis monocitica
canina (EMC), inicialmente conocida como pancitopenia canina tropical (Sainz et
al., 2015; Cusicanqui, 2018), y siendo el patégeno de mayor consideracion de

afeccion en los canes atacando mas a las plaguetas, monocitos y granulocitos.

E. canis consta de un genoma que abarca solamente a un cromosoma
circular que comprende 1.315.030 nucledtidos y 984 genes que incluye una réplica
de cada uno de los genes de los &cidos ribonucleicos ribosomales (ARNr),



conteniendo a los genes 5S ARNr, 16s ARNr y 23S ARNr, el genoma de E. canis
es mas diminuto en comparacién con otras Ehrlichias, sin embargo, el 97% de
secuenciacion del gen 16S ARNnN las comparte con bacterias que pertenecen a la
familia Anaplasmataceae que, dentro del género Ehrlichia pueden contener a E.
ewingii y E. chaffensis, es por ello que se pueden producir las reacciones cruzadas
al emplear antigenos comunes que distinguen anticuerpos incitados por la bacterias

de este genogrupo en pruebas de serologia (Lépez y Ruiz, 2006; Vallejo, 2022).

2.3 Vector

El vector biolégico del patébgeno E. canis es la garrapata
Rhipicephalus sanguineus. En términos generales, las garrapatas se describen
como el segundo parasito hematéfago mas prevalente después de los mosquitos,
y ademas de causar anemia, también actdan como vectores para la transmision de
muchas enfermedades protozoarias, bacterianas y virales (Umair et al., 2023),
estos parasitos se alimentan de manera grupal, destrozando las paredes de los

vasos sanguineos de la piel y absorbiendo los fluidos (Barandika, 2010).

Rhipicephalus sanguineus es llamada también garrapata marrén o
parda del perro, siendo la especie mas comun sobre las mascotas, principalmente
perros y gatos. De hecho, se cree que es un complejo de especies que, a través de
los afios se las viene clasificando solo como R. sanguineus, de ser asi, se podria
confirmar mediante cria de colonias en laboratorio y si es posible los cruces fértiles
entre ellas, sin embargo, no le dan mayor relevancia al tener la misma ecologia,

desemperio estacional y reservar los mismos patdégenos (Estrada, 2015).

Esta garrapata al ser una especie endéfila, es decir, que viven dentro
de lugares protegidos (Barandika, 2010), pueden distribuirse de manera
considerable dentro de las perreras, jardines, las jaulas de criaderos o inclusive
dentro de casa, sin embargo, su propagacion es menos frecuente en lugares donde
la humedad es menor a 40%, indice que esta por debajo de los requerimientos

fisioldgicos de las garrapatas (Estrada, 2015).

Morfologicamente, a esta garrapata se la puede reconocer por tener

un aspecto hexagonal en el extremo anterior de la boca, diferencidndose a los



machos de las hembras por poseer un armazén quitinoso de forma triangular en

ambos lados del ano (Estrada, 2015).

La garrapata actia como cazadora cuando esta al acecho del
huésped, adaptando una estrategia tipo emboscada, Dantas (2010) menciona que,
estos patrones de comportamiento han sido adquiridos a lo largo de su evolucion,
debido en gran parte por su relacién con el perro doméstico y el entorno que
comparten, siendo parte de la estrategia de supervivencia y permanencia de la

garrapata.

Estos parasitos pueden adherirse a cualquier parte del cuerpo del
perro; pero las zonas de la cabeza, fundamentalmente las orejas, asi como, los
espacios interdigitales, la espalda, la axila, regién inguinal son sus sitios de
ubicacion preferidos, y aunque su fijacion a la piel del huésped es mas superficial
por poseer un hipostoma corto, que son un tipo de dientes en hileras, logran hacerlo

de manera firme (Dantas, 2010).

Habitualmente, su ciclo de vida, solo es de un afio, siendo visibles los
adultos con mas facilidad durante la primavera o empiezan a actuar en invierno si
es que el clima no ha sido muy frio; mientras que, las hembras colocan sus huevos
en zonas aledafias donde reside la mascota, las larvas que se van desarrollando
se van activando durante el verano, consumando su ciclo con las ninfas que
usualmente aparecen en otofio. Estas garrapatas inmaduras, procuran alimentarse
y realizar la muda antes de la llegada del invierno. Una vez que el invierno llega,
estas garrapatas entran en un estadio al que se le conoce como diapausa o hibernar
entre las fisuras de las paredes y se inactivan. Si es que el frio no es marcado, la
garrapata sigue activa todo el afo, y contindan alimentandose del huésped
(Estrada, 2015).

2.4Patogénesis

La bacteria se transmite naturalmente de manera transestadial como
intraestadialmente, su objetivo cuando entra al organismo es invadir los monocitos,

macrofagos y células epiteliales. Los monocitos empiezan a replicarse en cantidad



y todo el citoplasma se llena de ellos, formando particiones unidas a la membrana
provocando asi la destruccién de leucocitos y plaguetas, con el consiguiente

deterioro en la produccion de células sanguineas (Umair et al., 2023).

Al haber wuna disminucion de plaquetas, se genera una
trombocitopenia que es el hallazgo hematologico mas frecuente, esto es debido a
cambios inflamatorios en el endotelio de los vasos sanguineos, aumento de
secuestro esplénico de plaquetas, destruccion inmunolégica de plaquetas y
sobreexposicién de un factor de inhibicion de la migracion plaquetaria (Mylonakis y
Theodorou, 2017; Ramakant et al., 2020).

El mecanismo exacto de su supervivencia aun no esta claro, pero, se
cree que el patégeno lo puede hacer modulando el sistema de defensa del huésped
(Umair et al., 2023).

2.5Manifestaciones clinicas

El periodo de incubacion de la enfermedad oscila entre los 8 a 20 dias,
seguida secuencialmente por la fase aguda, que dura de 1 a 4 semanas, una fase
subclinica que puede durar de meses a afos, y una fase cronica. Con una amplia
manifestacion de signos clinicos, de las cuales, la letargia, pérdida de peso,
anorexia, fiebre y las tendencias hemorragicas son las mas comunes, alguno de
estos perros que poseen una mejor inmunidad pueden remitir sus signos clinicos
entrando a la fase subclinica presentando trombocitopenia u otras variaciones
hematoldgicas leves. Otros perros entraran a la fase crénica con pancitopenia,

aplasia medular, sangrado severo y alta mortalidad por septicemia.

La linfoadenomegalia es un hallazgo comun durante la fase aguda,
gue se debe en parte a la actividad hipoplasica de los linfocitos By T en respuesta
a la estimulacion por antigenos de Ehrlichia sp., asimismo, puede haber
esplenomegalia por una difusion de linfocitos y células plasmaticas en ambas

pulpas del érgano, y hepatomegalia (Waner y Harrus, 2013).



Leiva y Naranjo (2005), sefialan que, también hay repercusiones a
nivel ocular con cambios en el color o apariencia de los ojos por uveitis anterior,

gueratoconjuntivitis, hipema, hipertensién ocular y desprendimiento de la retina.

Los perros que progresan a la fase crénica, se muestran con una
marcada pérdida de peso, baja o alta temperatura, edema periférico, sobre todo en
los miembros posteriores, las mucosas palidas a ictéricas, heces con sangre,
sangrado por la nariz, petequias y en una minoria con complicaciones a nivel del
sistema nervioso central por una meningitis 0 sangrado en las meninges
manifestandose con dificultad en la marcha, inclinacién de la cabeza o convulsiones

(Kaewmongkol et al., 2016).

2.6Diagnostico

Greene (2012) en su libro “Enfermedades infecciosas del perro y
gato” resalta que, el uso de pruebas diagndsticas se realiza por tres principales
razones: La primera para diagnosticar una enfermedad aguda o crénica, la segunda
para detectar una infeccion subclinica en animales que pueden verse susceptibles
a una infeccion o enfermedad y la tercera para que los animales no solo estén libres

de enfermedad sino también libre de infeccion.

El diagnoéstico de Ehrlichia canis se basa primariamente en la
recopilacion de datos del paciente, como, el que haya vivido o viajado a zonas
endémicas, antecedentes de garrapatas o en su defecto, tenerlas al momento de
la evaluacion clinica y mostrar una serie de signos clinicos que hagan sospechar
de la enfermedad, todo esto complementandolo con examenes de laboratorio

podran brindar un diagnéstico certero (Mylonakis y Theodorou, 2017).

2.6.1 Examenes sanguineos

Dentro de los hallazgos en el examen hematolégico para los casos
agudos se observan comunmente una anemia arregenerativa normocitica
normocromica conocida como “anemia de la enfermedad inflamatoria”, las
plaguetas disminuyen de leve a moderadamente y los glébulos blancos también se

ven levemente disminuidos, cuanto mayor sea la magnitud de la trombocitopenia,



mayor es la posibilidad de deteccion de 16S ARNr de E. canis en la sangre de

perros (Greene, 2012).

En las afecciones crénicas, se observa pancitopenia, es decir, el
conteo bajo tanto de células rojas, células blancas y plaguetas, como resultado de
hipoplasia de la médula 6sea, de igual manera, la deficiencia de hierro asociado a
la pérdida cronica de sangre es también debido al bajo depdsito de hemosiderina

en la médula 6sea empeorando el pronéstico (Espichan, 2019; Greene, 2012).

El examen bioquimico de sangre va a permitir valorar de manera
cuantitativa la funcionalidad de algunos 6rganos tales como el rifion o higado,
hallandose frecuentemente hiperproteinemia debido a hiperglobulinemia que, se
relaciona frecuentemente por hipoalbuminemia. Por otro lado, la desnutricion y
adelgazamiento que presenta el animal infectado hace que incrementen las
enzimas hepaticas, asi como la creatinina que puede tener una procedencia

prerrenal por deshidratacién o renal por inflamacién de glomérulos (Insuasty, 2017).

2.6.2 Frotis sanguineo

Para confirmacion de la enfermedad, el frotis sanguineo puesto en
microscopio evidencia la presencia de moérulas intracitoplasmaticas tipicas de
Ehrlichia canis, sin embargo, la basqueda de moérulas es complicada y conlleva
tiempo, inclusive pueden ser confundidas con las plaquetas, granulos azurofilicos

linfociticos y el material nuclear fagocitado (Harrus y Waner, 2011).

2.6.3 Cultivo celular

Se ha utilizado una linea celular de macréfagos caninos para cultivar
E. canis, a pesar de ello, el aislamiento y crecimiento de las especies de Ehrlichia
sp. requiere de mucho mas tiempo y trabajo, empleandose mas en laboratorios
especificos de investigacién y con personal capacitado, y menos usado como

herramienta de diagndstico ya que, sumado a ello, el crecimiento inicial del



microrganismo requiere de un tiempo prolongado de hasta 10 semanas después

de la inoculacion (Harrus y Waner, 2011).

2.6.4 Serologia

Con el tiempo, se han creado diversas tecnologias serolégicas para
el diagnostico de la enfermedad consideradas valiosas técnicas para su deteccion
y diagnéstico, una de ellas es el ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas
(ELISA, siglas en inglés), que contienen un anticuerpo o antigeno marcado con una
enzima que, generalmente es denominado como conjugado, y normalmente
incluyen un paso de generacion que implica una reaccion enzimatica para generar
un producto de reaccién coloreado y, la segunda es la prueba de

Inmunofluorescencia indirecta [IFI] (Calvache, 2014; Zetina et al., 2019).

A. ELISA

La prueba de ELISA es un procedimiento con una alta sensibilidad y
especificidad, esto quiere decir que, es mas probable que identifique correctamente
a los pacientes con la enfermedad (es sensible) e identifique correctamente a las
gue no tienen la enfermedad (es especifica), cuando una prueba tiene una
sensibilidad de 80% puede identificar correctamente a este porcentaje de pacientes
con la enfermedad pero tiene el 20% de probabilidad de que falle, a ese grupo se
le identificard que porta la enfermedad cuando en realidad no la tiene, esto se le

conoce como falso positivo (Swift, 2022).

El ensayo SNAP es un modelo de ELISA que se ha desarrollado para
proporcionar un flujo cronometrado, automatico y secuencial de reactivos de
muestra y conjugado en un dispositivo simple y facil de usar en las clinicas
veterinarias (O'Connor, 2015), comercialmente estan disponibles el SNAP 4Dx Plus
de la marca IDEXX laboratorios que, detectan anticuerpos contra E. canis y otras
especies de bacterias transmitidas por vectores, especificamente para el caso de

E. canis usa polipéptidos sintéticos derivados de las principales proteinas
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inmunodominantes de E. canis P30 y P30-1, otra prueba serolégica comercial son
ImmunoComb® de Biogal Galed Labs, fabricado en Israel, y Anigen Rapid E. canis
Ab Test Kit de Bionote (Cusicanqui y Zufiga, 2020; Harrus y Waner, 2011).

Un estudio comparativo realizado por Harrus et al. (2002) en la cual,
usaron tres inmunoensayos absorbentes ligados a enzimas diferentes, las cuales
fueron, Immunocomb, el ensayo Snap 3DX y r-MAP2-ELISA, con la prueba
indirecta de Inmunofluorescencia para detectar anticuerpos contra E. canis en
perros infectados de manera natural y experimentalmente. Cuando se compararon
los resultados cualitativos (positivos/negativos), hubo una concordancia general del
del 81% (54/67) entre la prueba de IFl y -MAP2-ELISA, una concordancia del 94%
(63/67) entre la prueba IFI y el Immunocomb, una concordancia del 91% (61/67)
entre la prueba IFl y Snap 3Dx, asi mismo, las sensibilidades y especificidades de
las pruebas eran 0.71 y 0.85 para rMAP2-ELISA, 0.86 y 0.98 para Immunocomb y
0.71 y 1.00 para el ensayo Snap 3Dx. Los autores concluyeron que las pruebas
realizadas en este estudio eran altamente especificas para detectar anticuerpos
contra E. canis, sin embargo, eran poco sensibles por lo que recomendaron realizar

la misma prueba 1 a 2 semanas después del ensayo.

Sin embargo, investigadores como Calvache (2014) manifiestan que,
una prueba negativa inicial requeriria darle seguimiento al paciente por los préximos
21 dias o realizarle examenes séricos para otras enfermedades, ya que, el punto
maximo de niveles de anticuerpos en perros sin tratamiento alcanza su punto

maximo a los dos meses y medio luego de la primera infeccion.

B. Inmunofluorescencia indirecta.

La prueba de inmunofluorescencia indirecta que detecta IgG
anticuerpos contra E. canis ha sido catalogada como la prueba "estandar de oro",
un titulo de anticuerpos = 1.40 confirma positividad a E. canis, recomendandose
dos pruebas de IFI en casos agudos con un margen de 7 a 14 dias de diferencia,
si el titulo de anticuerpos es 4 veces mas sugiere una infeccién activa, no obstante,
esta prueba puede confundirse por reactividades cruzadas entre varios patégenos

ehrlichiales que afectan a los perros, ya que se ha informado reactividad cruzada
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entre E. chaffeensis, E. canis, y E. ewingii, asi como con Anaplasma
phagocytophilum, pudiendo generar falsos positivos y ocasionar que el agente

etiolégico de la infeccion no sea determinado (Harrus y Waner, 2011).

2.6.5 PCR

La reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) permite el diagnostico
de ehrlichiosis en cualquier etapa de la enfermedad y a diferencia de los métodos
serologicos por ELISA e IFI, esta tiene una especificidad y sensibilidad mejorada,
ya que, identifica a un género o especie singular 4-10 dias post inoculacién,
caracteriza molecularmente y cuantifica en tiempo real a los organismos
ehrlichiales, mientras que con las otras pruebas pueden darse reacciones cruzadas

entre E. canis y otras especies de Ehrlichias (Zetina et al., 2019).

La amplificacion exitosa de los genes que, mayormente se emplean a
los genes blancos 16S ARNr y p30 de la Ehrlichia, es mediante la produccion de
ADN suficiente de la parte blanca para que pueda ser analizado y asi, el ADN
amplificado se vaya secuenciando y pudiendo observarse la separacion de sus
moléculas (Vallejo, 2022), la muestra para la extraccion de ADN se los hace a partir
de tejidos como la sangre entera, médula 0sea, bazo, ganglios linfaticos, rifidn,
pulmén, higado y liquido cefalorraquideo, y si no fuera posible se lo puede hacer

incluso en suero residual de las muestras (Rodriguez et al., 2020).

Rodriguez et al. (2020) y Vallejo (2022) sugieren que, la deteccion de
E. canis mediante PCR pueden servir en pacientes que muestren signos sugestivos
de la enfermedad pero que dan negativo en andlisis seroldgicos de sangre, asi
como, en casos donde se quiere valorar la eficacia de eliminacion de la bacteria
luego de la terapia antimicrobiana correspondiente, ya que asi, existe el riesgo de
reinfeccion sea menor o comprobar el estado del paciente si quedase en una etapa

subclinica.
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2.7Factores epidemioldgicos

En los dltimos afios, las variaciones ecolégicas debido al
calentamiento global, el aumento exponencial de la poblacibn humana, la
deforestacion y el frecuente transporte de mascotas de un continente a otro han
modificado y evolucionado los patrones de contagio de todos los patdégenos

transmitidos por vectores en todo el mundo (Dantas, 2015).

A la ehrlichiosis canina no se le puede asignar una distribucion
geografica precisa debido a que en ciertos casos la enfermedad se manifiesta afios
después de la primera inoculacién del patbgeno de las garrapatas y después de
gue el can haya viajado a paises no endémicos donde esta dolencia especifica no
podria estar incluida en la lista de diagnéstico diferencial por parte de los médicos

y cientificos (Umair et al., 2023).

La prevalencia de la infeccion por E. canis en perros va a variar segun
diferentes factores, pero generalmente se correlaciona con el nivel de exposicion a
las garrapatas infectadas, control de ectoparasitos discontinuos o ausentes, perros
que viven al aire libre se vuelven mas propensos a contraer la infeccion en
comparacion con los perros domésticos que viven en los interiores (Selim et al.,
2021), coincidiendo con un estudio realizado en la ciudad de Huanuco, Peru por
Huerto y Damaso (2015), en el cual buscaban determinar la frecuencia y factores
asociados a infeccion por Ehrlichia canis en 150 perros, encontrando que el 63.9%
tenian acceso a la calle y el 42.75% se mantenian en casa, asimismo, el 86.7% no
tenian garrapatas y el otro 13.3% si las tenian, dando una seroreactividad negativa
del 62.2% y positiva del 24.4%.

La susceptibilidad de contraer la enfermedad es para todas las razas,
sin embargo, un estudio realizado en la década de los 80 con el propdsito de medir
la intensidad de respuesta inmune por infeccion a E. canis de manera experimental
entre la raza Pastor Aleman y Beagle dio como respuesta que, el Pastor Aleman es
mas propensa a presentar sintomas clinicos graves y con peor prondstico, esto

puede atribuirse a la baja capacidad de generar respuestas inmunitarias celulares
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y/o humorales (Sainz et al., 2015; Gutiérrez et al., 2016; Selim et al.; 2021; Umair
et al., 2023).

En cuanto al sexo del can, no hay algun consenso que especifique si
existe predileccién por hembra o macho; sin embargo, el estudio realizado por
Sainz et al. (2015) menciona que, puede haber mayor seroreactividad en los
machos por el tipo de comportamiento que tienen en comparaciéon de las hembras.
En cuanto a la edad, la probabilidad de infectarse aumenta a medida que el perro
envejece. Espichan (2019), con el objetivo de determinar la seroprevalencia de
ehrlichiosis canina asociado a factores de riesgo en la ciudad de Lima, Peru
determin6 que, de 45 canes, los seropositivos a E. canis resultaron siendo 15.5%
de perros mayores a 6 aflos y 11.1% perros menores a dicha edad; asimismo, el

22.2% seropositivos fueron machos y 8.9% hembras.



. MATERIALES Y METODOS
3.1Lugar de lainvestigacion

La investigacion se realiz6 en el distrito de Nuevo Chimbote, que tiene
como capital el Centro Poblado Buenos Aires, ubicada en la provincia del Santa,
departamento de Ancash, Pert. Este distrito limita por el norte y noroeste con la
ciudad de Chimbote, por el este y sureste con los distritos de Nepefia y Samanco,

y por el suroeste con el Océano Pacifico.
3.2Poblacion y muestra

La poblacién de estudio estuvo conformada por perros de cualquier
raza y edad, de ambos sexos, con o sin sintomatologia aparente de la enfermedad,
gue acudieron al Centro Veterinario entre los meses de Julio — agosto 2023,
residentes del distrito de Nuevo Chimbote y cuyos propietarios autorizaron la
participacion de sus animales en el estudio (Anexo 1).

3.2.1 Tamaifio de muestra

El nmero de individuos que formara parte del presente estudio sera

estimado mediante la formula basada en el método de Score de Wilson:

2np + Za/z\/élnp 1-p)+2;),

Ping, Pup) =
( inf, sup) 2(n+ Zé/z)

Donde:

n: tamafo de la muestra necesario
Z% : valor de Z para el nivel de confianza NC=1 - a

p: probabilidad de que ocurra un evento
Pinf: limite inferior del intervalo de confianza de la estimaciéon

Psup: limite superior del intervalo de confianza de la estimacion

El célculo de la muestra se realizd con el software WinEpi, asi la
prevalencia utilizada como referencia fue la del estudio de Garrido (2023) realizado
en la ciudad de Chimbote, donde la frecuencia aproximada de E. canis fue de 50%
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de un total de 100 canes. Con un nivel de confianza del 95%, y el 8% de error
absoluto aceptado, resultando el tamafio muestra de 147 canes. El muestreo fue

del tipo no probabilistico por conveniencia.
3.3Variable independiente

Factores epidemioldgicos: sexo, raza, edad del paciente, presencia
de garrapatas, antecedentes de portar garrapatas, el ambiente donde vive el perro,

tipo de crianza y falta de control ectoparasitario.
3.4Variable dependiente
Seroprevalencia de ehrlichiosis canina

3.5Técnicas de laboratorio

3.5.1 Tomade muestra

La toma de muestra sanguinea se extraerd de la vena cefélica del
paciente, previamente se rasurara la zona, en caso sea necesario, y desinfectara
con clorhexidina y alcohol. Se necesitaran aproximadamente 1ml de sangre que
seran depositados en un tubo con EDTA (Acido Etilen Diamino Tetracético) para

posteriormente emplearla en la realizacién del SNAP 4Dx Plus Test.

3.5.2 Evaluacion de datos epidemioldgicos:

Se evaluara los datos mediante la aplicacion del instrumento Ficha
clinica del paciente, tomando aspectos referentes al sexo, raza, edad del paciente,
asi como presencia de garrapatas, antecedentes de portar garrapatas, el ambiente
donde vive el perro, tipo de crianza y falta de control ectoparasitario (Anexo 2 y 3).

3.5.3 Aplicacién del test

Se aplicara el Snap 4Dx Plus Test, prueba que nos da un alcance mas
rapido de deteccién de enfermedades transmitidas por garrapatas o mosquitos, ya
que, cuenta con una especificidad de 98% y sensibilidad de 96.2%. Es una prueba

cualitativa que mide los titulos de anticuerpos contra Anaplasma phagocytophilum,



16

Borrelia burdorferi, Ehrlichia canis y Ehrlichia ewingii, asi como antigenos de

Dirofilaria immitis en muestras de sangre entera, plasma o suero (ANEXO 4).

7.5.3.1 Procedimiento del test

a.

Para procesar la muestra, se tendra en cuenta si es que esta o el Kit
estuvieran refrigerados, de ser asi, dejarla unos minutos a
temperatura ambiente hasta que alcance los 18-25°C.

Se vaciaran 3 gotas de muestra en un tubo de ensayo nuevo con la
pipeta del kit.

Posteriormente se afiadiran 4 gotas de conjugado al tubo de ensayo
sujetando la botella verticalmente.

Luego, se tapara el tubo de ensayo para mezclar el contenido
invirtiéndolo entre 3 a 5 veces.

A continuacion, se colocarad el dispositivo encima de un area
horizontal para verter todo el contenido del tubo de ensayo en el
pocillo de muestras, teniendo cuidado de no derramar. La muestra
circulara por la ventana de resultados, la cual se podra leer de 30 a
60 segundos después.

Una vez que el aparezca el color en circulo de activacion, se
presionara el activador con firmeza quedando al ras con el cuerpo del

dispositivo (Anexo 5).

7.5.3.2 Interpretacion de resultados

El resultado se leerda como positivo cuando el punto de marcacion

representado en la Figura 1 a E. canis y/o E. ewingii, tome color. Se deberé tener

en consideracion que esta prueba no permite diferenciar si detectd anticuerpos

frente a cualquiera de las dos especies de Ehrlichia que esta identifica, por lo que,

el resultado se interpretara como positivo tanto a E. canis y/o E. ewingii.

Los otros puntos representan la presencia de antigeno de Dirofilaria

immmitis, anticuerpos frente a A. phagocytophilum, anticuerpo frente A. platys y

anticuerpos frente a B. burgdorferi (que no seran evaluados para fines de esta

investigacion). Sin embargo, si todas estas llegasen a marcarse a la vez, se

descartara la muestra, ya que, esto sucede cuando hay cierta interferencia en la
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sangre del paciente, por lo que se volvera a realizar la prueba empleando suero o
plasma sanguineo. Asi mismo, investigadores como Calvache (2014) manifiestan
gue la reaccién del colorante puede ser mas fuerte o leve segun la cantidad de
titulos de anticuerpos, lo que debe ser tomado muy en cuenta para determinar la
positividad.

El resultado se leerd como negativo, si Unicamente se genera color en
el punto del control positivo, y como resultados invalidos si el color del fondo
interfiere con la interpretacion del resultado o no se produce color en el punto de
control positivo, si sucediera estas dificultades, se repetira la toma de muestra y

usara un nuevo Test.

J)

Control
positivo - ___\"-

Ac E. canis —— Ac A. phagocytophilum

[

Ac borreliosis de Lyme —— Ag dilofilaria immitis

Figura 1. Distribucion de los puntos de ubicacion de anticuerpos de
hemoparasitos caninos en el test serolégico. Fuente: IDEXX Laboratories, US.

3.6 Analisis estadistico

El analisis estadistico para determinar la relacion entre las variables de
estudio que den positividad a ehrlichiosis y los factores epidemioldgicos, se realizo
mediante el modelo de regresién logistica del software RStudio, ademas de la
prueba estadistica de Chi cuadrado para establecer el nivel de significancia del
modelo aplicado (p<0.005).



IV. RESULTADOS

4.1 Determinacion de la seroprevalencia de Ehrlichiosis canina en Canis

familiaris de Nuevo Chimbote - 2023

En la figura 2 se muestra la seroprevalencia de Ehrlichiosis canina,
siendo que el 65% (95/147) de los canes resultaron positivos a la aplicacion del test
seroldgico, mientras que para los canes con seroprevalencia negativa fue del 35%
(52/147).

= POSITIVOS = NEGATIVOS

Figura 2. Seroprevalencia de Ehrlichiosis canina en Canis familiaris de Nuevo
Chimbote — 2023.

4.2 Determinacién de los Factores epidemiolégicos asociados a la

seroprevalencia de Ehrlichiosis canina

En el cuadro 1 se muestra la frecuencia de los factores de riesgo
evaluados en la investigacion, determindndose mayor positividad en caninos que
no han tenido ehrlichiosis previa 51% (75/118), canes que no presentan garrapatas
44.9% (66/112) y los que si reciben un control ectoparasitario 40.10% (59/96).
Mientras que, los resultados para menor positividad establecen que fue para
cachorros 14.30% (21/37), seguido de caninos con ehrlichiosis previa 13.60%
(20/29).
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Cuadro 1. Frecuencia de los factores asociados segun la seroprevalencia de

Ehrlichiosis canina en Canis familiaris de Nuevo Chimbote 2023.

Seroprevalencia de Ehrlichiosis canina

Fac_tor Condicidn Negativa Positiva Total Valor p*
asociado
n % n % n % n
Presenciade Si 6 4.1 29 19.7 35 23.8 0016
garrapatas -\, 46 31.3 66 44.9 112 76.2
Control Si 37 25.2 59 40.1 96 65.3 0.714
ectoparasitario 15 10.2 36 24.5 51 34.7
Hembra 19 12.9 47 32 66 449
Sexo 0.089
Macho 33 22.4 48 32.7 81 55.1
<1 16 10.9 21 14.3 37 25.2
Edad 0.037
la7 28 19 51 34.7 79 53.7
>7 8 54 23 15.6 31 21.1
Mestizo 21 14.3 46 31.3 67 45.6
Raza 0.554
De Raza 31 21.1 49 33.3 80 54.4
Tipo de Solo casa 27 18.4 42 28.6 69 46.9
crianza Paseos 25 17 53 36.1 78 53.1 0.467
Ehrlichiosis Si 9 6.1 20 13.6 29 19.7 ’
previa No 43 29.3 75 51 118 80.3 0.585

*valor p chi cuadrado

En el cuadro 2 se describen los factores asociados, determinados por
medio de la prueba Wald chi cuadrado aplicado al modelo de regresion logistica en
nuestro estudio. Siendo solo los factores de edad (p=0.0370), y presencia de
garrapatas (p=0.0156), los que se determinan como factores asociados a la
seroprevalencia de Ehrlichiosis canina. Los demés factores no fueron significativos
estadisticamente. Observandose, ademas, que ambos factores asociados tienen

coeficiente positivo, lo que los confirma como factores de riesgo.
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Cuadro 2. Factores asociados a la seroprevalencia de Ehrlichiosis canina en Canis

familiaris de nuevo Chimbote 2023

Factores asociados Coeficiente SE Valor p
Intercepto -0.087733 0.282586 0.0267
Edad 0.009009 0.004320 0.0370
Presenta garrapatas 1.193328 0.493611 0.0156

S.E= error estdndar  *valor p: chi cuadrado

En la figura 3, mediante el modelo de regresion logistica, se puede
predecir la probabilidad de la ocurrencia del evento de presentacion de
seropositividad a ehrlichiosis; es asi que, se determina que un can adulto con
presencia de garrapatas tiene una probabilidad del 75.96% de ser positivo a
Ehrlichia canis; y que, un perro adulto sin la presencia de garrapatas tiene una

probabilidad de 48.93% de ser también positivo a dicha enfermedad.

80% 75.96%

60%
48.93%

40%

20%

0%
Perro adulto con presencia de Perro adulto sin presencia de
garrapatas garrapatas

Figura 3. Porcentaje de probabilidad de presentacion de Ehrlichiosis canina segun

los factores de riesgo asociados en Canis familiaris de Nuevo Chimbote 2023.
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4.3 Determinacion de los signos clinicos asociados ala seroprevalenciade

Ehrlichiosis canina

En el cuadro 3 se observan los resultados de los signos clinicos
asociados a la seroprevalencia de Ehrlichiosis canina, mostrando que, los caninos
que se presentaban decaidos tienen mayor positividad a la enfermedad con un
44.20% (65/99), los caninos inapetentes un 40.10% (59/91) y los febriles un 29.90
(44/68).

Cuadro 3. Frecuencia de la presentacion de signos clinicos asociados a la
seroprevalencia de Ehrlichiosis canina en Canis familiaris de Nuevo Chimbote
2023.

Seroprevalencia de Ehrlichiosis canina

cSI:'EPC% Condicioén Negativa Positiva Total Valor p
n % n % n %
Inapetencia Si 32 21.8 59 40.1 91 61.9 0541
P No 20 13.6 36 245 56 381
Si 34 23.1 65 44.2 99 67.3
Decaimient 0.960
ecamiento vo 18 12.2 30 20.4 48 32.7
Mucosas Si 6 4.1 23 15.6 29 19.7 0146
palidas No 46 31.3 72 49 118 80.3 '
Alteraciones Si 5 3.4 26 17.7 31 21.1 0.016
vasculares  No 47 32 69 46.9 116 78.9 '
. Si 24 16.3 44 29.9 68 46.3
Fiebre 0.989
No 28 19 51 34.7 79 53.7
. Si 1 0.7 3 2 4 2.7
Ictericia 0.743
No 51 34.7 92 62.6 143 97.3
Coniuntivitis Si 7 4.8 15 10.2 22 15 0572
: No 45 306 80 54.4 125 85
Cojera Si 7 4.8 9 6.1 16 10.9
0.465
No 45 30.6 86 58.5 131 89.1

En el cuadro 4, se describe que el signo clinico que tuvo significancia
estadisticamente fue Unicamente el de alteraciones vasculares (p=0.0157) el cual
fue determinado por medio de la prueba Wald chi cuadrado aplicado al modelo de

regresion logistica.
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Cuadro 4. Signos clinicos asociados a la seropositividad de Ehrlichiosis canina en

Canis familiaris de Nuevo Chimbote 2023.

Signo clinico Coeficiente S.E Valor p*
Intercepto 0.3840 0.1891 0.0423
Alteraciones vasculares 1.2647 0.5237 0.0157

S. E= error estandar  *valor p: chi cuadrado

En la figura 4, mediante el modelo de regresion logistica, se puede
predecir la probabilidad de la ocurrencia del evento de presentacion de que un
canino que presente alteraciones vasculares tenga ehrlichiosis canina sea del
88.87% y que la probabilidad de un canino sin presencia de alteraciones vasculares

con Ebhrlichia canis sea del 54.48%.

90% 83.87%

59.48%

60%

30%

0%
Presencia de alteraciones vasculares Sin presencia de alteraciones
vasculares

Figura 4. Porcentaje de probabilidad de la presentacion del signo

clinico de alteraciones vasculares con el diagndéstico positivo de Ehrlichiosis canina



V. DISCUSION

Se encontr6 una alta seroprevalencia a presencia de anticuerpos
frente a E. canis (65%) en caninos en la ciudad de Nuevo Chimbote. Comparando
el estudio de Naranjo (2018) la cual determind una seroprevalencia del 55%
empleando el SNAP 4DX en caninos de la ciudad de Piura, se puede concluir que
esta nueva cifra encontrada considerablemente mayor puede deberse a las
condiciones climaticas propicias para la replicacion del patégeno; asi como
manifiestan autores como Umair et al. (2023) quienes mencionan que, en los
altimos afios el calentamiento global ha influido y cambiado los patrones de

contagio de todos los patdgenos transmitidos por vectores.

La prueba serolégica comercial aplicada en la investigacion, fue el
SNAP 4DX, que es una prueba de ELISA, cuenta con una sensibilidad del 96.2%
y especificidad de 98%, conociendo este minimo margen de error es que en ciertas
ocasiones pueden presentarse casos de falsos negativos en pacientes con
sintomatologia y hemograma que hacen sospechar de la enfermedad, las fallas
pueden darse debido a factores durante el procedimiento de la realizacién del test,
al momento de extraer con el gotero la sangre venosa del paciente que previamente
se guardd en el tubo con heparina, se extrae sangre con una fraccién de burbuja
de aire y se la contabiliza como una gota entera, lo cual hace que al combinarlo con
el reactivo no se produzca el resultado correcto. Otra mala técnica es aplicando
mas gotas de reactivo del necesario. En cuanto a los errores por el estado inmune
del paciente, es realizar la prueba cuando el animal adn no posee la cantidad de
anticuerpos suficientes que se necesitan para la lectura positiva ya sea porque esta
en etapa subclinica o la infeccion es muy aguda, o cuando el animal esta en estado
caquéxico avanzado y su organismo no es capaz de producir anticuerpos porque

sus células inmunolégicas estan muy dafiadas (Hoyos, 2005; Iddex labs, 2020).

Considerando lo descrito, en la investigacion se tuvo en cuenta que
aguellos canes con sintomatologia sospechosa y con test negativo, fueron

reevaluados para disminuir los riesgos sesgos en la determinacion de la
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seropositividad, ya que Unicamente se tomaron en cuenta para la

determinacion de la seroprevalencia aquellos canes seropositivos a la enfermedad.

Al evaluar la relaciéon entre la edad del canino y la seroprevalencia se
determind que existe relacion significativa entre ambas variables. Por lo tanto, la
condicion de adulto esta relacionada con la presencia de la E. canis. En un estudio
realizado Brasil, 87/381 (22.8%) de los perros eran positivos para ehrlichiosis;
segun este estudio, los grupos con mayor riesgo de ser seropositivos a ehrlichiosis
comparado con la poblacion general incluyeron los perros mayores de 1 afio,
previamente expuestos a las garrapatas (Trapp et al., 2006). Los perros de edad
adulta son sujetas a mas posibilidades de estar expuestos al vector que los
cachorros, por la costumbre de los duefios de sacar a la calle a los animales cuando
completan su rol de vacunacion y creen que tienen menor riesgo de contraer

enfermedades infecciosas.

La relacién entre la presencia de garrapatas y la seroprevalencia
demuestra que existe relacion significativa entre ambas variables, ya que esta
relacionado en un 44.9% a un resultado de prueba diagndstica positiva. Esto podria
deberse a que, si bien el paciente al momento de la consulta no presenta
garrapatas, podria haberse expuesto en algin momento al patégeno, asimismo, el
resultado positivo para canes que reciben control ectoparasitario fue del 40.10%,
esto también podria influir en la no presentacién de garrapatas porque ningun
método de desparasitacion ectoparasitario protege por completo al animal de ser

picado por un vector.

En la estimacion por razas no se evidencié diferencia significativa en
relacion a la seroprevalencia; por lo tanto, se asume que los canes ya sean de raza
0 mestizo tienen la misma probabilidad de sufrir la infeccion. Este resultado no
coincide con Greene (2008) en donde la evaluacion de las razas indicé que el
Pastor aleman era el de mayor riesgo ya que, dicha raza no cuenta con buena
habilidad para la elaboracion adecuada de respuesta inmunitaria celular y/o
humoral. Por otro lado, en Colombia se encontré que la raza Labrador retriever fue

la mas predispuesta a contraer la enfermedad (Orjuela et. al, 2015).
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Para el tipo de crianza se establecié en dos grupos, el primero para
canes que se mantienen exclusivamente dentro de casa y el segundo para canes
gue le realizan paseos o salen a la calle por cuenta propia, dando una positividad
del 28.6% y 36.1% respectivamente, los resultados son para considerar y coinciden
como factor de riesgo con Espichan (2019) al determinar que es 10.88 veces mas
riesgoso de contraer la enfermedad cuando el animal tiene exposicién al medio

ambiente.

La Ehrlichiosis previa como factor de riesgo no fue estadisticamente
significativa, por lo que tampoco se encuentra relacion entre ambas variables, sin
embargo, es importante mencionar que no se genera inmunidad de por vida si el

animal tuvo la enfermedad, la reinfeccion es posible (Sainz et al., 2015).

Por otro lado, el signo clinico que tuvo significancia estadistica fue el
de alteraciones vasculares (p=0.0157), las cuales abarcan la presentacion de
cuadros de epistaxis, equimosis, petequias 0 melenas, asimismo, se obtuvo un
83.87% de probabilidad de presentacion de enfermedad cuando el animal muestre
algun tipo de sangrado. Se cree que la trombocitopenia es el causante de
sangrados debido al consumo excesivo de plaquetas por una vasculitis, asi como
por el incremento del secuestro esplénico de plaquetas y pérdida inmunolégica que
trae consigo una disminucion de la vida media plaquetaria inmunomediada
(Gutiérrez et al., 2016).



VI. CONCLUSIONES

La seroprevalencia de Ehrlichiosis canina fue del 65% en Canis familiaris de
Nuevo Chimbote — 2023.

Los factores asociados a la seroprevalencia de Ehrlichiosis canina fueron la
edad y la presencia de garrapatas.

Los factores control ectoparasitario, sexo, raza, tipo de crianza y ehrlichiosis
no son factores asociados para la seroprevalencia de ehrlichiosis canina.
Los signos clinicos relacionados a las alteraciones vasculares son los Unicos

asociados a la seroprevalencia de Ehrlichiosis canina.



VIl. RECOMENDACIONES

- El diagndstico de ehrlichiosis canina debe hacerse junto a la anamnesis, los

signos clinicos y los resultados de las pruebas de laboratorio.

- Es importante la difusion por parte del médico veterinario a los propietarios
de los canes el control periédico de desparasitacion externa de sus mascotas ya

que también se considera como enfermedad zoondtica a la ehrlichiosis canina.

- Se debe realizar un estudio epidemiolégico que incluya una muestra mas
amplia, asi como pruebas moleculares de diagndstico, de forma que se pueda
implementar un mapeo epidemioldgico de las zonas con mayor prevalencia de la

enfermedad.
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IX. ANEXOS

ANEXO 1.

Consentimiento informado N°

SEROPREVALENCIA DE EHRLICHIOSIS CANINA ASOCIADA A FACTORES
EPIDEMIOLOGICOS EN CANIS FAMILIARIS DE NUEVO CHIMBOTE - 2023

D o T , con D.N.I
0 P duefio de la mascota llamada............ de.......... meses( ) afos
( ). DECLARO: Que, la Bachiller en Medicina Veterinaria y Zootecnia Idalia
Gutiérrez Mendoza ha explicado el procedimiento de toma de muestra sanguinea
que servira para realizar la prueba de SNAP 4Dx Plus Test, empleada para hallar
anticuerpos especificos contra Ehrlichia canis. Asi como la necesidad de recopilar

datos referentes a mi mascota que seran usados solo para fines de investigacion.

Firma del propietario

Fecha: ...l
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ANEXO 2
Fecha.......................
FICHA CLINICA N°___
1. Nombre del paciente:
2. Sexo: Macho ( ) | Hembra ( ) 3.Edad: Meses () | Afos ()
4. Raza: Mestizo ( ) | De raza ( ) 5. Temperatura: °C
Cual:
6. Recibe control ectoparasitario: Si ( ) Producto: | No()

7. Presenta garrapatas al momento de la | 8. Historial de garrapatas:
evaluacion: Si () | No ( )| Si()|No()
Tipo

9. Presencia de garrapatas dentro de vivienda o zonas aledafias: Si ( ) | No ()

10. Tipo de crianza de mascota:
Exclusiva dentro de casa ( ) | Realiza paseos ( )

11. La mascota ¢ ha sido diagnosticada anteriormente de Ehrliquiosis canina?
Sl () Hace cuanto: | No( )

12. La mascota presenta alguno de estos sintomas durante la Gltima semana o
al momento de la evaluacion:

Inapetencia Decaimiento
Mucosas Sangrado
palidas S
Fiebre Ictericia
Conjuntiviti Cojera
s
Otros:

Nombre del dueio:

Firma de consentimiento:
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ANEXO 3

Ficha Resultado de SNAP 4Dx Plus Test
NO

DATOS DEL PACIENTE
Nombre: ...
Edad: ..o

Raza: ...,

Fecha del examen: ...................

MUESTRA

Tipodemuestra ..................ooeeinii

RESULTADO DEL SNAP
Positivo ( ) | Negativo ( )
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ANEXO 4

Exactitud de la Prueba

SNAP 4Dx Plus Test

Test accuracy

The SNAP® 4Dx® Plus Test uses highly purified reagents on the ELISA platform.

The SNAP Test's peptide-based technology enables the evaluation of highly specific antibodies for
Anaplasma spp., Ehrlichia spp., and C6 antibodies from B. burgdorferi, which helps reduce the likelihood
of false positives. This test is also highly accurate for detecting the D. immitis antigen.

IDEXX 4Dx
Plus Test Sensitivity (95% CL)
Reference result
standard
Specificity (95% CL)
Dirofilaria immitis® + 48 1 49 98.0% (89.1%-99.9%)
- 0 461 461 100.0% (99.2%~100%)
Anaplasma spp. + 80 5 85 94.1% (86.8%—98.1%)
- 7 418 425 98.4% (96.6%-99.3%)
Ehriichia spp.¢ + 9 7 106 93.4% (86.9%-97.3%)
- 13 391 404 96.8% (94.6%~98.3%)
Borrelia burgdorferi + 2 1 22 95.5% (77.2%-99.9%)
= 3 485 488 99.4% (98.2%-99.9%)

Note: Male-only heartworm infections typically produce antigen levels that are below te detection capability of antigen tests.

Reference methods

a. Necropsy or PetChek® Heartworm ELISA positive and PetChek Heartworm ELISA nepaiive
b. A. phagocytophilum IFA and Anaplasma ELISA

¢. E.canis IFA and E. ewingii ELISA

0. Lyme immunablot and C& ELISA

Fuente: https://al.idexx.com/es-xl/veterinary/snap-tests/snap-4dx-plus-test/
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ANEXO 5

Idexx Laboratories, 2022. Kit para la deteccion de Antigeno de Dirofilaria immitis (gusano del corazén canino)-

Anticuerpos frente a Anaplasma-Borrelia burgdorferi-Ehrlichia. SNAP 4Dx Plus Test.

Kit para la deteccidn de Antigeno de Dirofliana immitis (gusano
del corazdn canino)-Anticuerpos frente a Anaplasma-Borrelia

burgdorferi-Ehrlichia

S6io para usa wesrinano

Versian Espanola H
SMAP* 40x* Plus Test

Diagnastico in vitro para 18 deteccion de antigeno de la Dirfilaria immitiz, anticuerpos
frente a Anaplazma phagocytophilum, anficusrpos frente a Anaplazma platys,
anticuerpos frente a Borrelia burgdorfen, anticuerpos frente a Ehrlichia canis y
anticuerpos fremte a Ehrlichia ewingii en suero, plasma o sangre total canina.

Precauciones y advertencias

+ Todo desecho debe ser descontaminado apropiadaments antes de su eliminacian.
* Mo mezclar componentes de kits con diferentes nimeros de lote.

* Mo usar un dispositivo SMAP que haya sido activado antes de haber anadido
dé una muesira.

+ Las infecciones en las que Gnicamente e presentan filarias machos suslen
producir niveles de antigeno sitwados por debajo del nivel de deteccion de
este kit antigenica.

+ Consultar la Hoja de Datos de Segunidad de los Materiales especifica del pais para
identificacidn de peligros regionales.,

Almacenamiento

+ Almacenar a3 2-8°C.

*+ Los dispositivos y reactivos SMAP pueden almacenarse a temperatura ambiente
(18-25°C) durante & meses o hasta |a fecha de caducidad impresa (de |zs dos, la
fecha que se cumpla antes).

+ (Cuando los dispositivos y reactivos SNAP se retiran del lugar donde estan a 2-8°C
de temperatura durante mas de 24 horas, |a fecha de caducidad sera de 6 meses
o la fecha de caducidad impresa (de las dos, |a fecha que se cumpla antes).

Si la fecha de caducidad de & meses se cumple antes de |a fecha de caducidad
impresa, anate la nueva fecha en el espacio indicado en el kit.

Procedimiento de analisis

Sl los componentes estan almacenados
relrigecacions, esperar a que 88 equilbren
2 tomperatura ambients (18-25°C) durarde
30 minutos, No calentarios,

2. Con la pipeta del ki, verter

3 gotas de muestra en un
tubo da ensayo nuevo. 3
3. Anadr 4 gotas de conjugado
& wbo de ensayo sosteniendo
12 botella en posicon vertical
4~
A, Tapar ol fubo de ensayo y mezclaro (:‘
a fondo invirtiandolo entre 3 y 5 veces
8. Colocar ol dsposifivo sobee una superficie 2
horizontal. Afiadi todo af contenido del 5‘ {/
tubo da ensayo en el pocilo ds musstras, ,'(L
teniendo cudado de no verter el contenido et
fuera de dicho pocilo 1 Borraatemme
—— Ciraudo de actaccn
La muestra flurd poe la ventana de resultados, i
scanzando el clrculo de activaciin en l:’
aproximadaments 30-60 segundos. Es posible
que queds algin resto de |a muestra en & pocll
6. En cuanto aparezca color en el circulo de activacion, prosionar ef acthvador con

1.

firmaza hasta que queds al ras con el cusrpo deal dspostiva

¢ E— N Gromisrah del

Comeclo  Incomecto

Nota: 2 posible que alguna muesira no fluya hacia & oroulo de actvaciin
daniro de los 60 segundos, y. por lo tanto, & croulo no se coloreara. En ese
caso, presioner & actvacor despuss de que la muestra haya fludo por &
vaniana de resultados.

Lear Ios resultados def analisis cuando hayan pasado 8 minutos.

Nota: Puada ocurrir que & punio del control positvo desarrolie ames el cokor, sin
embargo, la prueba no se habra completado hasta que no pasen |os B minutos

Interpretacion de los resultados de los analisis
Resultado positivo

Cualquier desamollo del color en los puntos de la muestra indica |a presencia de anfigeno
de la Dirofilaria immitis, anficuerpos frente a A phagocyfophilum, anticuerpo frente a

A platys, anficuerpos frente a B burgoorfan, anticuerpos frente 2 E.canis o anticuerpas
frente a E. ewingii en la muestra.

Caniral positiva e
A, phagacyicphihmi.platys
E canisE. awingi 3 -+ 0 inmits
B. burpdorian <=

Motas:

El punto de muestra para A. phagocyfophium/A. platys no parmite diferenciar entre
a5 dos especies: un resultado positive indica 1 presencia de anficuerpos frente 8
A. phagocytophilum yfo A. platys.

El punto de muestra para E. canis/E. ewingil no permite diferenciar entre las dos
gepecies: un resultado positivo indica |8 presencia de anticusrpos frents a

E. canis yio E. ewingil.

Enun bajo porcentaje de muastras (0,027% tal y como se ha notificada), las
sustancias interferentes en |a sangre del pacisnte pueden producir que todos los
puntos del dispositive causen una resccion posifiva. En este caso, la muestra se debe
volver a analizar como plasma o suero para reduci |2 probabilidad de interferencia.

Resultada negativo
Solaments se produce color en el punto del control positivo.

Resultados invalidos

+ Fondo—Es posible que se produzca color de fondo si se permite que la muestra
fluya sobrepazando el circulo de activacion. Algo de color de fondo es normal.
Sin embargo, &i &l color de fondo dificulta el resultado del analisis, repitako.

+ No se produce color—Si en el punta del control positive na produce color, repita
&l analisis.

Reactividad cruzada con la vacuna de Borrelia burgdorferi — El test para Borrefia
burgdorfan detecta anticuerpos inducidas de forma natural por una infeccicn y no tras
la vacunacian del animal con las vacunas siguientes:

Recombitek® Lyme, LymeVax®, Galaxy® Lyme y Nobivac® Lyme.

Recombitek &5 una marca registrada de Merial, Inc. LymaVax &5 una marca registrada
de Pizer, Inc. Galaxy y Nobivac son marcas registradas de Merck Animal Health.



